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Isoprenoide leiten sich von zwei universellen Vorl�ufern ab:
Isopentenyldiphosphat (IPP) und Dimethylallyldiphosphat
(DMAPP).[1] In S�ugetieren werden diese Intermediate, die
f�r das �berleben der Zelle essentiell sind und unter anderem
in der Cholesterolbiosynthese eine wichtige Rolle spielen,
�ber den Mevalonatweg gewonnen. Andererseits werden sie
in den meisten Bakterien sowie in Malariaerregern wie
Plasmodium falciparum �ber den 1-Desoxy-d-xylulose-5-
phosphat-Weg (DXP-Weg) hergestellt.[2] Dieser kommt beim
Menschen nicht vor und wird deshalb als vielversprechender
Angriffspunkt f�r die Bek�mpfung zahlreicher Infektions-
krankheiten angesehen.[3]

Schema 1 zeigt die letzte Stufe des DXP-Biosynthese-
wegs, in dem die Umsetzung von (E)-4-Hydroxy-3-methyl-
but-2-enyldiphosphat (HMBPP, 1) zu einem Gemisch von IPP
(2) und DMAPP (3) stattfindet. Diese Reaktion wird von der
HMBPP-Reduktase (IspH-Protein) katalysiert. Das mono-
mere Enzym besteht aus drei Dom�nen, die im aktiven
Zentrum einen redoxaktiven [Fe4S4]-Cluster binden (Abbil-
dung 1a).[4] Der Cluster ist �ber die Seitenketten dreier Cys-
teine an das Protein gebunden; dabei beh�lt eines der Eisen-

ionen eine freie Koordinationsstelle, die nicht durch einen
Aminos�urerest besetzt wird. Untersuchungen des Reak-
tionsmechanismus mit IspH aus Escherichia coli sowie Pro-
teinmutanten zeigten, dass 1 im aktiven Zentrum zwei ver-
schiedene Konformationen einnehmen kann (Abbildung 1b
und c). In einer der beiden Konformationen bindet das Li-
gandatom O1 an das vierte Eisenion, in der anderen geht es
zahlreiche Wasserstoffbr�ckenbindungen mit der Diphos-
phatgruppe sowie den Proteinresten ein.[5]

Der vorgeschlagene Mechanismus f�r die IspH-Reaktion
ist in Schema 2 dargestellt und umfasst vier intermedi�re
Zust�nde, die durch Kristallographie, Mçßbauer-Spektro-

Schema 1. Reduktive Dehydratisierung katalysiert durch IspH.

Abbildung 1. Kristallstruktur von IspH in Komplex mit 1. a) Vorder-
und Seitenansicht der Gesamtstruktur von IspH aus E. coli. Aktives
Zentrum mit b) dem Alkoxidkomplex aus Wildtyp-IspH mit 1 und
c) mit der cyclischen Ligandkonformation im IspH-E126Q-Mutanten-
protein, das in der Struktur einen [Fe3S4]-Cluster aufweist.
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skopie und paramagnetische Elektronenresonanz(EPR)-
Spektroskopie identifiziert wurden.[5, 6] Die Struktur von IspH
in Abwesenheit exogener Liganden ist nicht bekannt (Zu-
stand 0). Durch die Bindung von 1 an oxidiertes IspH entsteht
ein Alkoxidkomplex mit schwachen p-Wechselwirkungen
(Zustand I, Spin S = 0). Aufgrund der Einelektronenreduk-
tion des Clusters, die zur Entstehung von [Fe4S4]

+ mit Spin S =

1/2 f�hrt, rotiert die Hydroxymethylgruppe des Liganden
vom Cluster weg und nimmt eine cyclische Konformation ein
(Zustand II). Dies hat einen gravierenden Einfluss auf den
stereochemischen Verlauf der IspH-Reaktion.[7] Die Zwei-
elektronen�bertragung vom Kofaktor auf das Substrat f�hrt
zu einem HiPIP-artigen [Fe4S4]

3+-Cluster, zum Bruch der C-
O-Bindung und zur Wasserabspaltung. Im weiteren Verlauf
abstrahiert das Allylanion (Zustand III) ein Proton von der
Diphosphatgruppe. Die Protonierung erfolgt entweder am
C2- oder C4-Atom des Liganden, wobei die Produkte IPP
und DMAPP gebildet werden.

�ber Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus von
IspH hinaus wurde intensiv an der Entwicklung und Cha-
rakterisierung von Inhibitoren gearbeitet.[8] K�rzlich wurde
�ber die Synthese und spektroskopische Untersuchung von
drei Substratanaloga mit Fluor- (4),[9] Amin- (5)[10] oder
Thiolsubstituenten (6) anstelle der Hydroxygruppe in
HMBPP berichtet (Schema 3). IspH setzt 4 langsam um, 5
und 6 hingegen hemmen die Enzymaktivit�t. Um die Struk-

tur-Wirkungs-Beziehung dieser Derivate zu untersuchen,
wurden 4,[11] 5[12] und 6 synthetisiert (siehe Hintergrund-
informationen), und ihre Strukturen in Komplex mit E. coli-
IspH wurden durch Rçntgenkristallographie bestimmt.

Die Struktur von IspH im Komplex mit dem Fluorana-
logon 4 wurde mit einer Auflçsung von 1.8 � bestimmt
[Rfree = 23.2%, Abbildung 2a, Protein Data Bank (PDB)[13]

ID 4H4C] und zeigt, dass 4 im aktiven Zentrum von IspH in
einer �hnlichen Weise wie das Substrat 1 bindet,[14] wobei die
C-F-Bindung im Vergleich zu der C-O-Bindung im IspH:1-
Komplex um 1068 gedreht ist (Abbildung 2b). Dadurch be-
findet sich das Fluoratom in einer hydrophoben Tasche, in der
es durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit His74Cd

(3.6 �), Ala73C (3.9 �) und Ala73Cb (3.9 �) stabilisiert
werden kann. Diese bislang noch nicht beobachtete Konfor-
mation erlaubt zwei Wassermolek�len die Besetzung der
Positionen W1 und W2. Obwohl 4 eine ungewçhnliche Ori-
entierung einnimmt, kann es durch IspH mit einer (kcat =

28 min�1) im Vergleich zu 1 verringerten Reaktions-
geschwindigkeit (kcat = 604 min�1) zu 2 und 3 umgesetzt
werden. Die Unterschiede in den Reaktionsgeschwindigkei-
ten lassen sich vermutlich auf die hçhere Bindungsenergie
von C-F gegen�ber C-O zur�ckf�hren.[15] Dar�ber hinaus
f�hrt die fehlende Interaktion mit dem apikalen Eisenatom
zu einem erhçhten Km-Wert von 4 (Km = 104 mm) im Ver-
gleich zu 1 (Km = 20 mm).Schema 3. Strukturanaloga des IspH-Substrats 1.

Abbildung 2. IspH-Komplexstrukturen mit dem Fluorderivat 4. a) Akti-
ves Zentrum von IspH mit dem gebundenen Liganden und zwei Was-
sermolek�len. Eine (2Fo�Fc)-Elektronendichtekarte (blaues Netz, kon-
turiert bei 1.0 s) ist f�r die [Fe4S4]-Cluster, Liganden und Lçsungsmit-
telmolek�le in der ersten Koordinationssph�re dargestellt; gestrichelte
Linien deuten Wasserstoffbr�cken an. b) Struktur�berlagerung von
IspH:4 mit dem Alkoxidkomplex (IspH:1) und dem cyclischen Inter-
mediat (IspH E126Q:1).

Schema 2. Vorgeschlagener Mechanismus f�r die IspH-Reaktion.
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Neueste Inhibitionsstudien haben gezeigt, dass die
Amino- und Thiolsubstratanaloga 5 und 6 eine vielverspre-
chende Hemmung von IspH mit IC50-Werten von 0.15 mm und
0.21 mm aufweisen.[10] Zudem ergaben Mçßbauer-spektro-
skopische Untersuchungen, dass beide Liganden mit dem
[Fe4S4]-Cluster wechselwirken. Allerdings ist es fraglich, ob 5
mit seiner Aminogruppe an das vierte Eisenatom bindet oder
ob ein alternativer Komplex gebildet wird, welcher die Ko-
ordination eines Wassermolek�ls an das vierte Eisenatom
ermçglicht. Dies konnte bereits bei Acetyleninhibitoren be-
obachtet werden.[8c]

Die Struktur des IspH:5-Komplexes wurde mit einer
Auflçsung von 1.35 � bestimmt (Rfree = 21.0% Abbildung 3a,
PDB[13] ID 4H4D) und zeigt eindeutig zwei Ligandkonfor-

mationen im gleichen Kristall:[16] 1) einen Liganden-Cluster-
Komplex, in dem die Aminogruppe die freie Koordinations-
stelle am Eisenatom besetzt, und 2) eine Orientierung, in der
die Aminogruppe um etwa 748 in die zu 4 entgegengesetzte
Richtung gedreht ist. Der Amin-Eisen-Komplex weist �hn-
lichkeiten zum Alkoxid-Komplex IspH:1 auf (Abbildung 3b).
Dies l�sst R�ckschl�sse auf eine mit der Hydroxygruppe
vergleichbare Affinit�t des Aminsubstituenten zum [Fe4S4]

2+-
Cluster zu. Die zweite, in der Kristallstruktur beobachtete
Konformation wird durch Wasserstoffbr�cken zwischen der
Amino- oder Ammoniumgruppe zu einem der Diphosphat-
sauerstoffatome (2.8 �), Glu126Oe (2.9 �), Thr167Og (3.1 �)
sowie einem Wassermolek�l in W1-Position (3.1 �) stabili-
siert.

Der Amin-Eisen-Komplex ist im Einklang mit den Mçß-
bauer-spektroskopischen Daten, die auf eine tetraedrische

(3S/N) Koodinationssph�re des vierten Eisenatoms hinwei-
sen.[10] Somit erscheint die alternative Orientierung als Folge
der Reduktion des Clusters durch die Rçntgenbestrahlung –
ein Befund, der vor allem interessant ist im Zusammenhang
mit der IspH-Hemmung, die unter reduzierenden Bedingun-
gen beobachtet wird.[17] Im Gegensatz zu 1 wurde jedoch kein
Umsatz von 5 beobachtet. Eine plausible Erkl�rung hierf�r ist
die Bildung eines stabilen Ammoniumcarboxylationenpaars,
welches die Freisetzung von Ammoniak verhindert
(Schema 4).

Die Kristallstruktur von IspH im Komplex mit 6 zeigt bei
einer Auflçsung von 1.7 � (Rfree = 21.3 %, Abbildung 4a,

Abbildung 3. Rçntgenstruktur von IspH im Komplex mit der Aminver-
bindung 5. a) Aktives Zentrum mit dem Liganden in zwei Orientierun-
gen. Die Elektronendichtekarte ist analog zu Abbildung 2a dargestellt.
b) �berlagerung der IspH:5-Struktur mit dem Alkoxidkomplex in
IspH:1 und dem cyclischen Intermediat in IspH E126Q:1.

Schema 4. Hypothetischer Mechanismus der IspH-katalysierte Reakti-
on mit 1 und deren Hemmung durch 5. a) Dehydratisierung von 1, er-
leichtert durch einen Protonendonor (Glu126OH oder Diphosphat-
gruppe, dargestellt durch X-OH). b) Entsprechende Reaktion mit 5.
c) Bildung eines stabilen Ammoniumcarboxylationenpaares.

Abbildung 4. Die Thiolverbindung 6 gebunden im aktiven Zentrum
von IspH. a) Thiol-Eisen-Komplex. Die Elektronendichtekarte ist analog
zu Abbildung 2a dargestellt. b) �berlagerung der IspH:6-Struktur mit
dem Alkoxidkomplex (IspH:1) und dem cyclischen Intermediat (IspH
E126Q:1).
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PDB[13] ID 4H4E) eine Komplexbildung zwischen dem vier-
ten Eisenion des Clusters und der Thiolgruppe von 6. Das
aktive Zentrum enth�lt kein Wassermolek�l, da der erhçhte
Raumbedarf der verbr�ckenden Gruppe die Verschiebung
des Kohlenwasserstoffger�sts von 6 in Richtung der Diphos-
phatgruppe bewirkt; außerdem stehen keine Partner f�r die
Stabilisierung von Wassermolek�len durch H-Br�cken zur
Verf�gung (Abbildung 4b). Durch die Besetzung der freien
Koordinationsstelle des Eisenions mit einer Thiolgruppe
entsteht ein [Fe4S4]-Cluster mit vier Schwefelliganden an
jedem Eisenion, der charakteristisch ist f�r eine Vielzahl von
Elektronentransferproteinen.[18]

Zusammenfassend erçffnen die hier vorgestellten Er-
gebnisse neue Einblicke in den Mechanismus der IspH-Re-
aktion mit dem nicht-nat�rlichen Substrat 4, die �ber ein
bislang unbekanntes Intermediat verl�uft, welches nicht an
den [Fe4S4]-Cluster bindet. Im Gegensatz dazu binden die
Amino- und Thiolderivate (5 bzw. 6) beide an das vierte Ei-
senion. Die Frage, ob die Hemmung des IspH-Enzyms auf der
Bindung dieser Liganden an das oxidierte oder reduzierte
Protein bzw. an beide Zust�nde beruht, bleibt offen. Bei dem
Komplex von IspH mit 5 identifizierten wir eindeutig eine
zweite Konformation, in der die Seitenkette keine Wechsel-
wirkung mit dem Cluster eingeht. Dies erkl�ren wir mit der
Bildung eines inerten Ionenpaares mit Glu126Oe und der
Diphosphatgruppe. Erwartungsgem�ß zeigt die IspH:6-
Komplexstruktur, dass der Ligand �ber sein Schwefelatom an
das vierte Eisenion koordiniert, wobei keinerlei Alternativ-
konformation beobachtet wurde. Dies beruht mçglicherweise
auf der Tatsache, dass die Thiolgruppe eine schwache Base
und ein schlechter Wasserstoffbr�ckenakzeptor ist. Die
Kristallstrukturen dieser Substratanaloga liefern somit nicht
nur neue Einblicke in den Reaktionsmechanismus, sondern
erçffnen dar�ber hinaus neue Strategien f�r die Entwicklung
neuartiger Antibiotika sowie Malariawirkstoffe.
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